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It has been assumed that all aspects of dioxin-immunotoxicity are mediated through 
the aromatic hydrocarbon receptor (AhR). However, not all the immunotoxicities, par-
ticularly apoptosis induced by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and some other 
dioxin compounds can be explained using the single AhR-based model. Little is known 
about the AhR-independent molecular mechanism involved in apoptosis induced by dioxin 
compounds. In previous studies, we found that AhR is not expressed in L-lVIAT, a human 
leukemia T Iymphoblastic cell line. In thls report, I provide the following evidences to 
suggest that PKCe kinase activity fs functionally involved in the AhR-independent sig-
nal transduction mechanism that participates in TCDD-induced L-MAT cell apoptosis. 
(1) The PKC-activating phorbol ester, 12-0-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA) sig-
nificantly enhanced this apoptosis when combined with TCDD-treatment. (2) Only rottlerln, 
a novel PKC (nPKO selective ATP-competltive pharmacological inhibitor blocked the 
apoptosis completely dose-dependently. (3) PKCe was the major nPKC isoform compared 
to PKC6 expressed in the L-MAT ce}1 Iine. (4)A cell permeable myristoylated-PKCe 
pseudosubstrate peptide Inhibitor (myr-PKCe-1)pl) also blocked the apopto*F;is completely 
dose-dependently. (5) Both rottlerin and myr-PKC e -ppl completely inhlblted the PKC e 
kinase activity in vitro at doses that effectively blocked TCDD-Induced L-MAT cell apoptosis. 
(6) TCDD-treatment induced a time-dependent activation of nPKC kinase activity in L-
MAT cells. (7)TCDD induced a translocation of' PKCe from the cytosolic fr'action to the 
particulate fraction in L-MAT cells. (8) Finally, transient over-expresslon of a dominant 
negative PKC e , DN PKC e (functionally a kinase-dead mutant ; K/R 409) in L-~/IAT cells 
conferred significant protection against TCDD-induced apoptosis. 
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 審査結果の要旨
 ダイオキシンの免疫毒性に関する研究は,マウスを用いた研究しか行われておらず,そのメカ
 ニズムに関してもダイオキシン受容体(Ahレセプター)を介した研究しかなされていなかった。
 本研究では,ヒト白血病丁細胞を用いた研究であり,ヒトの免疫毒性の解明につながる研究で
 ある。
 まず,ヒト白血病丁細胞L-MAT細胞におけるAhレセプターの発現を厳密に,リアルタイ
 ムPCR法により定量し,ダイオキシンによるL-MAT細胞のアポトーシスには,Ahレセプター
 が関与しないシグナル伝達系であることを確認した。さらに,蛋白合成阻害剤,R,NA合成阻害
 剤で前処理してもダイオキシンによるアポトーシスが抑えられなかったことを確認した。このこ
 とから,このアポトーシスは新しい蛋白質の合成を伴わない速い反応であることが明らかにされ
 た。
 さらに,リンパ球系細胞のアポトーシスにPKCが関与している報告があり,L-MAT細胞の
 ダイオキシンによるアポトーシスは,PKCを介した速いシグナル伝達を介している可能性がで
 てきたので,この点に関して詳細に検討された。第一に,nPKCの特異的阻害剤であるrottlerin
 によってアポトーシスが阻害されたこと,第二にPKCθが活性化されたがPKCδは活性化され
 なかったこと,第三にドミナントネガティブPKCθのトランスフェクションにより阻害された
 ことから,PKCθを介したシグナル伝達系がアポトーシスを起すシグナルを伝達する中心的な
 分子であることを明らかにした。
 この研究は,ダイオキシンの免疫毒性の機構を研究していくうえで,全く新しい局面を拓いた
 という点で評価できる。
 以上のように,本論文が学位論文として十分なレベルに達していることが認定された。
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